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Das  Wachstum  yon  Einzelzellen in  der  Gewebekultur. Interferenzmikroskopische Untersuch- 
ungen  an  HeLa-Zellen.  YoN  W.  SANDRITTER, H.  G.  SCHIEMER, H.  KP, AVS, UND U. DORRIEN.* 
(A us dem Senckenbergisches lPathologisches Institut der Universitat Frankfurt am Main, Deutschland.)~ 
t£rber das  Wachstum  von Einzelzellen ist bisher 
nur sehr wenig bekannt.  Abgesehen yon einzelnen 
Flgchen  bzw.  Volumenbestimmungen  an  Zellen 
yon  S/iugetieren  in  der  Gewebekultur  (1,  2,  10), 
wurden die  meisten  Messungen  (Volumen,  Trok- 
kengewicht,  Atmung)  an  niederen  Organismen 
vorgenommen (3-6,  11). 
Das  Interferenzmikroskop  gibt  die MSglichkeit 
das Wachstum  yon Einzelzellen in der Gewebekul- 
tur zu  messen,  um damit an Hand  yon zwei Kri- 
terien,  der  F1/iehe  bzw.  dem  Volumen  und  dem 
Trockengewieht den Substanzaufbau  zu verfolgen. 
Methodik 
HeLa-Zellen wurden  bei  37°C.  in  Petrischalen  auf 
Deckgliisern (0,18 mm 4. 5 Prozent  Dicke)  in  Lactal- 
buminhydrolysat  (Nutritional  Biochemical Co., Cleve- 
land, Ohio) mit 5 Prozent Kiilberserum (Behfingwerke) 
gezfiehtet.  Das  bewachsene  Deekglas wurde  in  einer 
Plexiglaskammer  montiert,  die  Zellen bis  zu  27  Std. 
darin gehblten und die Messungen mit dem Baker'schen 
Interferenzmikroskop,  das  in  einer  Wiirmekammer 
(37°C.)  steht,  vorgenommen.  Es  wurde  die  An- 
blysatormethode benutzt, wobei bus jeweils 3  Messun- 
gen die optische Weglgngendifferenz  zwischen Kern bzw. 
Cytoplasma und dem Medium (Referenzfeld) gemessen 
wurde.  Die  Berechnung  des  Trockengewichtes  ftir 
Zellkerne  (MK,,,)  und  Cytoplasma  (Meyd  erfolgte 
aus  den Formeln 
M~e,,  =  ~  " +  (n,~ -  n~)  [g} 
Fort"  Fcyt  Feyt °  d 
Meyt  "  +  (n,,  -- n,o)  [g] 
X  X 
wobei die Zeltkerne als Ellipsode und dbs Cytoplasm8 
als Zylinder aufgefaflt wurden.  F  stellt  die  optische 
Wegl~ingendifferenz,  F  die  Fl~iche, und X  das  spezi- 
fische Inkrement (0,18 cm.  ~ X  g-0  dbr.  Das additive 
Glied  berticksichtigt  den  Untersehied  im  Brechungs- 
index  yon  Wasser  (nw) und  dem  N~thrmedium  (n,~). 
Die  Trockengewiehtskonzentration  (Masse  pro  Flii- 
cheneinheit,  g/#2)  ist  defmiert  durch  F/X ,  der 
prozentuale  Trockengewichtsgehalt  (Masse/Volumen) 
Troekengew. 
ergibt sich bUS  X  100. (Fiir die ausfiihr- 
Volumen 
liche Methodik vergL  9). 
* Mit  Untersttitzung  der  Deutschen  Forschungs- 
gemeinschaft.  Erscheint  ausffihrlich  in  Frankfurter 
Zeitschrifl far Pathdogie. 
(Eingegangen am 15. September, 1959.) 
Fehlerdlskussion: 
Inwieweit die  Berecbnungen  des  Trockengewichtes 
mit  dem  Interferenzmikroskop  mit  der  Analysator- 
methode richtige, d.h.  mit einer anderen unabh~ingigen 
Methode  fibereinstimmende  Werte  ergibt,  wurde  in 
IrOheren  Untersuchungen  (7)  durch  Vergleich  mit 
rSntgenhistorbdiogrbphischen  Messtmgen  fiberpriift 
(Bul]enspermien,  Thymuslymphocyten,  Froschery- 
throcyten,  Plattenepithelien).  Die Messungen  stimm- 
ten innerhalb von 15 Prozent iiberein. 
Speziflsches Inkrement: 
Der  Wert  yon 0,18  gilt fiir Proteine.  Nukleinsg~ure 
und  Fette  zeigen  einen  gering  davon  abweichende 
Weft.  Der  Fehler in  der  Berechnung  des Trockenge- 
wichtes  ist  bei  einer  Abweichung  yon  0,02  etwa  12 
Prozent. 
Messung yon I': 
Der subjektive Fehler bei Einstellung des maximalen 
Dunkelwertes  betr~gt  bei einem gefibten Untersucher 
3  Prozent.  Au~erdem  wird  abet  mit  der Analysator- 
methode die Objektinhomogenit~tt  fiber dem gemesse- 
nen Kern bzw. Cytoplasma ,,subjektiv" integriert. Ver- 
gleichende Messungen mit der Analysatormetbode und 
der  Fringefield-Methode (photometrisehe  Auswertung 
der  Streifenbuslenkung)  ergab  eine  Differenz  der 
Mel]werte zwischen  den  beiden  Methoden  von  4.  7 
Prozent. 
Ein weiterer Fehler ergibt sich bei den Messungen des 
Cytoplasmas, wenn man  berficksiehtigt, dal~ dbs Cyto- 
plasma in der Perlpherie diinner  ist  als  in Kernniihe. 
Die Messungen wurden in halber Entferung vom Rand 
des  Zellkerns  und  des  Cytoplasmas  vorgenommen. 
Der  Fehler dutch Cytoplasma  ~Tber- und Unterlager- 
ungen  des  Zellkernes  dfirfte  bei  Interpbasezellen 
kbum  ins  Gewicht  fallen.  Bei  Mitosezellen  k6nnen 
die Me~werte dbdurch h6her erscheinen. Dieser Fehler 
ist nicht zu eliminieren. 
Fl~che- und Volumenbestimmun.~en: 
Die Bestimmung  der  Fl~tche yon  Kern  und  Cyto- 
plasma  ist  bUS den  Photographien  l'nlt  einem  Fehler 
yon 4- 1 Prozent mtiglich. In der Telophase sind manch- 
real  Kern  und  Cytoplasma  schwer  yon  einander 
abzugrenzen.  Die Volumenberechnungen fiir den  Zell- 
kern erfolgten aus 
V~  =  ~/3Fk.  2e 
wobei c  =  %/~/~- darstellt und das Kernvo]umen als 
Ellipsoid  mit  der  Formel  Vk  =  ~rr.a.b.c  defmiert 
ist.  a,  b,  und  7r sind  durch  die gemessene Kernfl~ehe 580  BRIEF  NOTES 
gegeben,  a  and  b  sind  die  Halbachsen  einer  Ellipse; 
c ist die hMbe Kernh6he. 
Diese  Berechnungen  k6nnen  nur  Anng~herungen 
darstellen.  Bei  Vefiinderungen  des  Zellkems  vom 
Ellipsoid  zur  Kugel  (Interphase-Prophase)  ist  der 
Fehler gering,  w~hrend  bei  Ann~therung  des  Zellkerns 
an  einen Zylinder der  Fehler gr6[~er wird.  Das  Cyto- 
plasmavolumen wurde als Zylinder mit der  Dicke der 
Kernh6he aufgefaflt. 
ERGEBNISSE  UND  DISKUSSION 
Insgesamt  wurden  15  Einzelzellen  in  einem 
Zeitraum  bis  zu  27  Std.  fortlaufend  im  Abstand 
von 30  Min.  oder  1  Std.  gemessen.  Die Versuche 
mugten meistens aus 5.ugeren Griinden (Zerbrechen 
des Deckglases  usw.)  abgebrochen  werden,  so dag 
in keinem  Falle eine kontinuierliche  Beobachtung 
von Zellen in der ganzen Interphase yon Mitose zu 
Mitose mgglich war. Die Wachstumskurven stellen 
also  nut  Teilstticke des  Lebenscyklus  einer  Zelle 
dar. 
1. Posttelophasisches  Waehstum: 
Ein  typisches  Beispiel  far  die  Ver~nderungen 
der  Gri3ge,  des  Trockengewichtes  und  der  Sub- 
stanzkonzentration  ist in Abb.  I  und  2 dargestellt 
(Zelle Nr. 6). 
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ABB.  1.  Graphische  Datstellung  der  Fl~chen- und 
Volumenver~nderungen einer HeLa-Zelle (Nr. 6). N  = 
Zeltpunkt des Erseheinens des Nucleolus. 
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ABB. 2.  Graphische Darstellung der Mel3werte einer 
HeLa-Zelle (Nr. 6) in einem Zeitraum yon 25 Stunden. 
0  Stunden  =  Anaphase. 
• .-.  Megwerte ffir gesamte ZeUe, 
x---x  Me(~werte fiir Cytoplasma. 
°--°  Me~werte fttr Kern bzw. Spindelapparat. 
(2)  Megwert fiir Chromosomen. 
N  =  Zeitpunkt des Auftretens des Nucleolus. 
Die  Zelle  wurde  in  der  Anaphase  eingeste||t 
und  eine der  beiden Tochterze|len bis  zu  25  Std. 
verfolgt.  In  der  Telophase  wird  die  Fliiche  des 
Myxoplasmas ziemlich genau halbiert  (Metaphase 
130  tz  2,  Anaphase  70  ~2).  Das  Kernvolumen  der 
einen Tochterzelle liegt dagegen niedriger (34  Pro- 
zent  vom  Ausgangswert  des  Myxoplasmas  der 
Metaphase).  Das  Kernvolumen  (Abb.  1)  steigt 
dann  innerha|b  der  ersten  6  Stunden  nach  der 
Telophase rasch auf das Doppelte an und  erreicht 
mit  betr~ichtlichen  Gr6I~enschwankungen  den 
dreifachen Wert  (Ausgangswert Telophase 468/z  '~, 
nach 25 Std.  1269 ~3). Die Fl~tchen- bzw. Volumen- 
zunahme  des  Cytoplasmas  ist  erhelblich  gri3~er. 
Wir  sehen  einen  anf~tnglich  stei|en  Anstieg  bis 
zur  10ten Stunde  (von  1072  ~3 auf 8700 ~3), dann 
verl~uft  die  Kurve  flacher  (Abb.  1).  Das  Trok- 
kengewicht  pro  Fl~.cheneinheit  (g/~)  ist  in  den 
Chromosomen  mit  3,11  X  10-12g/~  ~  (70  Prozent 
Trockensubstanz)  am  h6chsten,  das  Myxoplasma 
(Spindelapparat)  folgt  mit  2,95  X  lO-~2g/l~  (23 BRIEF NOTES  581 
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ABe. 3. Graphische  Darstel|ung der Me6werte  einer 
HeLa-Zelle (Nr.13) in der Pdtprophase (22 Std.) 
o------o Me6werte  [iir Kern. 
x---×  Me~werte  flit Cytoplasma. 
•  .... *  Mel~werte fiir die gesamte Zelle. 
N  =  Zeitpunkt des Verschwindens des Nucleolus. 
Prozent  Trockensubstanz),  withrend  das  Cyto- 
plasma nur 1,75  X  10-12g/1~ (11  Prozent Trocken- 
substanz)  aufweist.  In  der  frfihen  Interphase 
f~llt das Trockengewicht pro  Fliicheneinheit steil 
ab,  im  Kern  bis auf  0,84  X  10-t2g//~  ~, urn  nach 
16-18  Std.  wieder  leicht  anzusteigen.  (Abb.  2). 
Das  Cytoplasma  zeigt  ~hnliche  Ver~.nderungen. 
Der  prozentuale  Trockengewichtsgehalt (Masse/ 
Volumen)  sinkt  in  gleicher Weise  von  26  auf  6 
Prozent  (Kern)  bzw.  9,7  auf  5,5  Prozent  (Cyto- 
plasma).  Das  Trockengewicht  des  Zellkernes 
veritndert sich nicht wesentlich, einer anfitnglichen 
Trockengewichtsabnahme  folgen  erhebliche  Sch- 
wankungen  in  der  ganzen  Interphase.  Dagegen 
steigen  die  Trockengewichtswerte  des  Cyto- 
plasmas steil bis zur 22.  Std. hin an  (yon  105  × 
10-12g auf  613  ×  10-~2g). Die Kurve ffir das Ge- 
samttrockengewicht und das Cytoplasma der Zelle 
zeigt einen S-f6rmigen Verlauf mit einer litngeren 
linearen  Strecke.  Ftir  einige  Abschnitte  dieser 
Kurve  betdtgt  im  doppellogarithmischen Raster 
der  Tangens  des  Steigungswinkels  ot  0,53 
(fiir Cytoplasma 0,77).  Der Wert liegt nahe 0,66, 
sodal~  der  Trockengewichtszuwachs  proportional 
rnit der Oberflitchenvergr66erung zu laufen scheint. 
Bei  anderen  Zellen wurden  allerdings wesentlich 
andere  Steigungswinkel  gefunden  (a  0,3-5,0). 
Die  am  typischen  Beispiel  der  Zelie  Nr.  6 
beschriebenen Veriinderungen w~ihrend  des  post- 
telophasischen Inter-phasenwachstums,  lassen  sich 
bei 8 anderen Zellen in iihnlicher Weise beobachten: 
1.  Volurnenzunahme  des  Zellkerns,  meist kurz 
nach der Telophase auf den doppelten Weft. Steil 
ansteigender  Volumenzuwachs  des  Cytoplasmas 
auf  das  2-8  fache,  der kurz  nach  der Telophase 
mit  dem  Auftreten  des  Nukleolus  im  Zellkern 
beginnt.  Die  Gesamtvolurnenkurve  verli/uft  in 
Form einer Potenffunktion. 
2.  Das Trockengewicht pro  Fliicheneinheit fiillt 
in der friihen Interphase fiir Kern und Cytoplasma 
steil ab  (etwa um  50  Prozent), urn  in der spiiten 
Interphase wieder etwa um 20 Prozent anzusteigen. 
3.  Einen  gleichartigen  Verlauf  nehmen  die 
prozentualen Trockengewichtswerte (Masse/Volu- 
llleI1). 
4.  Das  Trockengewicht der Zellkerne bleibt in 
dem  beobachteten  Interphasezeitraum  meist  un- 
veriindert, nur in einem Falle wurde in der spiiten 
Interphase  eine  Verdoppelung  beobachtet.  Das 
Cytoplasma  zeigt  steil  anwachsende  Trocken- 
gewichtswerte  (ira  Mittel  2,3  fach,  Schwankung 
1,5-3 fach, maximal 6 fach). Das Gesamttrocken- 
gewicht  steigt  in  einer  S-f6rrnigen  Kurve  mit 
linearem  Mittelstiick  im  Durchschnitt  auf  das 
1,69 fache an. 
5.  Das  Trockengewicht  yon  [nterphasezell- 
kernen betriigt im Mitte1100,7  X  10-1~g,  mit einem 
Maximum der H~iufigkeit bei 60  X  10--12g  (7). 
2. h#erphase bis Prophase: 
Fiir  den  Zeitraum  Interphase  his  Prophase  (6 
Zellen,  3-24  Std.  beobachtet)  gibt  die  Wach- 
stumskurve von Zelle Nr. 13 (Abb. 3) ein typisches 
Beispiel (24  Std.): 
In  den  ersten  6  Std.  der  Interphase  wird  die 
Fliiche und  das  Volumen  des  Cytoplasmas bzw. 
des  Zellkernes  um  etwa  50  Prozent  reduziert. 
Beide bleiben his  zur  Mitose dann praktisch un- 
veriindert.  Die  Masse  pro  Fliicheneinheit nimmt 
fiir  Zellkern  und  Cytoplasma  wi/hrend  dieser 
Zeit deutlich zu (Kern yon 1,8 au[ 3,2  X  lO-~g/~  2, 
Cytoplasma yon 1,0 auf  2,4  X  10-~2g/g  z)  und der 
prozentuale Trockengewichtsgehalt veriindert sich 582  BRIEF NOTES 
in gleicher  Weise.  Die Trockengewichte yon Kern 
und  Cytoplasma  bleiben  bis  zum  Beginn  der 
Mitose von Schwankungen  abgesehen unver~ndert. 
Bei  5  anderen  Zellen  wurden  ~ihnliche  Ve- 
r~nderungen beobachtzet, die sieh wie folgt zusam- 
menfassen lassen: 
1.  Eine  Volumenverminderung der  Zellkerne 
zwisehen  13-50  Prozent  (Cytoplasma  zwisehen 
15-50 Prozent). 
2.  Einen Anstieg  der  Trockengewiehtskonzen- 
tration (g/#2)  zwischen  28-70 Prozent (Zellkerne) 
und  yon  20-120  Prozent  (Cytoplasma).  Der 
prozentuale Trockengewiehtsgehalt verS~ndert sieh 
~ihnlich. 
3.  Das  Trockengewicht der  Zellkerne und  des 
Cytoplasmas bleibt dabei praktisch  unver~ndert. 
In der Milose (Metaphase bis Telophase) liegen 
die Zellstrukturen in  einem  re|ativ  wasserarmen 
Zustand  vor.  Die  Chromosomen  weisen  das 
h6chste  Trockengewicht  pro  Fl~.cheneinheit  auf 
[Verh/iltnis  Myxoplasma  (Spindelapparat)  zu 
Cytoplasma  zu  Chromosomen  wie  1:0,58:1,16]. 
In  der  Telophase  nimmt  die  Konzentration 
(g/lz  2)  des Myxoplasmas um etwa  14 Prozent ab. 
Der prozentuale Trockengewichtsgehalt der Chro- 
mosomen betr~gt im Durchschnitt 75 Prozent, im 
Myxoplasma  20  Prozent,  im  Cytoplasma  I0 
Prozent.  Die  Volumina  von  Myxoplasma  zu 
Cytoplasma zu  Chromosomen verhalten sich  wie 
1:2,6:0,08.  Das Volumen des Myxoplasmas (Spin- 
delapparat) wird in der Telophase ziemlich  genau 
auf die Zellkerne der beiden Tochterzellen verteilt. 
In gleicher Weise werden die Cytoplasmavolumina 
halbiert.  Das  Trockengewicht  des  Myxoplasmas 
und  des  Cytoplasmas  wird  in  der  Telophase 
ebenfalls zu gleiehen Teilen auf die beiden Tochter- 
zellen verteilt.  In der  Meta- und Anaphase ver- 
halten sich die Trockengewichte von Myxoplasma 
zu  Cytoplasma zu Chromosomen wie  1 : 1:0,27. 
Aus  den  beobachteten Teilstficken der  Wach- 
stumskurven von HeLa-Zellen  kann man versuchen 
den gesamten Interphasezyklus in folgender Weise 
zu rekonstruieren: 
Die  frtihe  Interphase  ist  dutch  eine  starke 
Volumenzunahme  von  Kern  und  Cytoplasma 
ausgezeichnet mit Verdoppelung des Kernvolumens 
und  Verdreifachung  des  Cytoplasmavolumens 
(Schwankunge 2-8 fach).  Diese Kurven verlaufen 
exponentiell  (Potenzfunktion).  Die  Gr6fenzu- 
nahme ist ffir die Zellkerne im wesentlichen durch 
eine Wasseraufnahme bedingt, da  die  Masse pro 
Fl~teheneinheit  und  der  prozentuale  Troekenge- 
wichtsgehalt  stark  absinken  (im  Mittel  um  50 
Prozent)  und  das  Kerntrockengewicht  unve- 
~indert  bleibt.  Im  Cytoplasma tritt ebenfalls ein 
durch  Wassereinstrom  bedingter  starker  Abfall 
der  Masse  pro  Fl/icheneinheit auf  (ira  Mittel  50 
Prozent),  wobei  aber  gleichzeitig  mit  dem  Er- 
scheinen des  Nukleolus im Zellkern ein Trocken- 
gewichtszuwachs  um  das  2-3  fache  (maximal 
6  fach)  erfolgt.  Diese  Zuwachskurve  ffir  das 
Cytoplasmatroekengewieht verl~uft  S-f6rmig  mit 
einem linearen Mittelstfick. 
In der sp/~ten Interphase (Pr~tprophase)  finden 
wir  eine  gegenl~iufige  Bewegung  yon  Volumen 
und  Substanzkonzentration.  Das  Volumen  yon 
Kern  und  Cytoplasma  nimmt  um  13-50  Pro- 
zent  ab,  wobei  gleichzeitig  die  Substanzkonzen- 
tration  ansteigt.  (Ffir  Zellkerne um  28-70  Pro- 
zent,  ffir  Cytoplasma zwischen  20-120  Prozent). 
Die Trockengewichte bleiben dabei unver~ndert. 
Die  spgte  Interphase  ist  demnach  durch  einen 
Verlust an Zellwasser  gekennzeichnet. 
In  der  Mitose  werden  die  Trockengewichte 
yon  Kern  bzw.  Myxoplasma  und  Cytoplasma 
halbiert. Hieraus kann geschlossen  werden, daf in 
der Interphase das Trockengewicht der Zellkerne 
und  des  Cytoplasmas  verdoppelt  worden  ist. 
Diese  Verdoppelung  wurde  fiir  Ze[lkerne  nut 
einmal beobaehtet.  Der  Troekengewichtszuwachs 
des Cytoplasmas kann in manchen F~llen (Zelle 6) 
aueh das Mehrfache (6  fache)  vom Ausgangswert 
in  der  Telophase  betragen.  Der  Kurvenverlauf 
l~ft vermuten, daft  in der sp~tten Interphase das 
Trockengewicht des  Cytoplasmas wieder reduziert 
wird.  Vielleieht  liegt aber auch eine Riesenzellbil- 
dung mit Endomitose vor. 
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